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Bcschreibung 



Die vortiegende Hrfinduny beirifll ein Verfahren zur Rei- 
nigUrtg Uod gcgcbcncnfalb Analyse von Nuldcinsuurcn 
(DNA, RNA) aus biologischcn Probcn, wohci zur Rcini- 
gung dcr Nuklcinsaurc Tnhibiforen fiir die gcgcbcncnfalls 
anschlieGcndc Nukieinsa*ure-. insbesondere DNA^Nach- 
wcisreaklion abgeuenni werden. 

Die Heirtigung von Nukleinsa'urcn spiell cine zenurale 



tige Ltisung mil dem organise hen Losungsminel Phenol ex- 
tr&hieri. Dunrli die anfichlieflende Eihanol precipitation er- 
folgl die Konzeniricrung drr DNA und gleichzeilig die EnL- 
fcrnung verbleibendcr PhcoolresLc aus dcr dcpioLcimertcn, 
waSrigcn I^nsung, (Maniads, T„ Frirsch, R F. and Sam- 
hmok, S, (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
Cold Spring Harbor University Press, Cold Spring Harbor). 

Die liiiL einem solchen Verfahren gdwonnene DNA, Z. B. 
aus abgcschilfcncn DajrnicpiihclzcUcn von Siuhlproben, 



Rolle in der Molckularbiologic. Vor allem die DNA dicnl ak 10 cigncl sich nur begrenzt fiir don ELnsalz in die sich anschlic- 



Ausgangsmaterial fiir geneiische Analysen in der labordia- 
gnostiscnen Forf«ch»sng und im routine mSBigen TJinsat*/. 

Die Isalierung von Nuklcinsauren wi© DNA und RNA 
aus biologischcn Probcn, insbesondere aus Pro ben dos 
mcnscblichcn Korpcrs, wie zuinBeispiel Blue, Kbrpersekre- 
ien, Gewebcprobcn, Urin, Scuhl u. dergl., zum nachfolgcn- 
den Einsatz in gene Use he Analysen kommc eine besondere 
Bedeutune zu, insbesondere im Hinblick auf ein Screening 
in dcr Tuniordlagnaniik sowic zur Diagnose infckliOscr 
Ajrcnlien wie Vlrcn odcrBaklcricn. 

So ist rum Beispiel die Analyse der DNA, die aus abge- 
schitfenen Darmepithelzellen von Siuhlproben siaminr, von 
besonderein Imeresse zur Diagnos uk kolorekialer Tbnioren. 
Von groBem Imeresse ist auch eine tsolierung der Nuklein- 
saurc aus dem Vollblut, um die isolierte Nukleinsaure einer 
genelischen Analyse zuganglicb zu machen. 

Insbesondere soil die dabei anfallende DNA in holier 
RcinhcU voriiegen und direktdea erforderlichen tolgereak- 
tionen umerworfen werden konnen. 

Eine Nuldcinsaure-Diagnosrik unter Einsatz von DNA- 
Amplifilcai2oniianji9r?en T insbesondere (ter Polyinerasc-Kci;- 
renrcakiion (Polymerase Chain Rcacrinn, im FolgcnHcn 
PCR abgekiirzl) (s. Saiki, R., Gclfand, D, H.. SlolTcl. S.. 
Scharf, SJ., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B., Erlicb. 
II.A. (1988), Science 239:487-491), erOrYnei vielftnigc 
Ansaize zu einerspczifischen und zugleich sensitiven DNA- 
Diagoosiik, z. B. von Tumoren iin Frtlhsiadium, die nichi 
bcJaslcnd und fiir ein Screening gut geeigne t sind. Aufgrund 
der insgesami geringee DNA-Menge, die aus* eincr definier- 
ten Stuhlineoge iiolierl wertlen kann, scheinen DNA-Am- 
plifilcationsansSrjc wie die PCR-'Iechnik eine geeignete Me- 
ihode zur VervielraUigung der inCeressicrenden DNA ZU 
Ktan. 

rTaupLNciiwicriglccitcn sicllcn jedocb Tnhibirqj-cn ciar, die 
bei cler Anwendung gangigerHxIraklionjnnclhodcn gemein- 
sairi mil dcr DNA der biulogischcn Probe isolicrt v/crden, 
und die die in den DNA-Ampliflkartonsansflizcn cinzu^er- 
zenden Enzynie inhibieien. So bat sich herauxgcstcllt, dafl 
die fUr die PCR erforderlicbe DNA-Polymcrase inhibicrt 
wird. Insbesondere Stuhlproben und , vbllseruin sind kriti- 
sche biologische Aasgaagsproben, da sie mit relativ gro£en 
Mengen an Inhlbicoren behafrei sind. Die durch die Reini- 
gung und Fsolicrung anfallcndc Nukleinsaure (DNA, RNA) 
soil in holier ReinheU vorliegen und direkt den erforderli- 
cben Folgcrcakdonen unccrworfen werden lcfinnen. Die In- 
hibkoren mtlssen daher efRzieni und selekiiv abgcirenni 
werden. 

Ubliehorwei.su win I die DNA au* 7/; Hen isolierl. Dabei 
wen tun Zellcn bcixpieljiweisc unler stark dcn&luricrcndcn 
und gegebenenfalLs rcduy.iererxicn BcdJngungen wufgo- 
srehlojisen. WeiL verbreilel im dcr AufscbluQ der Zcllen mil 
denaiuriercnden Subsranzen, z.B. Deiergenzien, und die 
Vcrwcndung von bestimmten Dnzymen zum Abbau von 
Proieinen und Nukieinsauren. So wird bei spiels wei,se Nalri- 
umdodecyl«ulfai (SDS) als denaturierendes Agcns verwen- 
del, Proceioase K zum Abbau von Proieirten und RNase A 
ziu* Degradauon von Ribonukleinsaurcn (RNA). Z.ur voil- 
standi^en Denaiuricrung von Proteinen wird die DNA-hal- 



flenden Folgereaklionen, inibesondere enZymausche Am- 
plifikaiionsreakiJOncn, wie die ?CR. So belegen jlingere Da- 
cen. daiJ sicb nur in 103 fallen von insgesamt 230 excrahier- 
cen Siuhlproben (Erlizienz von 44,7%) die. DNA mitrel3 
is R^R ampLifiziereo laJk (Villa. E.. Dugani, A., Rebecchi» 
A.M., vignoii, A., (irottola. A., Buttatoco, P., Losf, 1*, Pe- 
riui. M., Trande. P.. Merighi. A., Lerose. R. and Manenti. F. 
(199(3), Gastroenlerology: 110; 134(3-1353). 
Dcuicrci al. vcrdneniliehJen 1995 cine Mclhode zur l«o- 
20 lierung von DNA aus Siuhlproben, die das bcschricbenc 
Verfahren zeiilicb verkUrzl und veieinfacbt (Deutec, R., 
Pietsch. R., Henel, S. and Miiller, 0. (1995), Nucl. Acids 
Res,, 23: 3800-3801), Die sicb im SLuhl befindlichcn abgc- 
schilfcrren Darmepiihclzellcn werden Jysien und mil cincm 
iS Adsorbens (Kartoffelmehl Oder Karioffelsiarke oder Riader- 
senunalbumin) enihalienden Puffer exirahiert Zum Abbau 

von FrOieincn und nuldeinSaurespaJLcnden HnZynten wird 
die DNA-haliige Losung ruic der Proteinase K inkubieit. Die 
fceilliche VerkurZung dieses Vcrfahrens bcruhl darauf, daQ 
30 die Phenolexcraktion und anschliefleude Eihaooifliliung 
durch die Vorwendung von Zcniriftigaiionssaulchcn 
CQTAamp spin columns, Q r ACiEN OmbH) crscUt wcolcn. 
WHhrend die DNA rever^ibel an eine SiUkamembmn in der 
Sauk bindel, werden slorende Verbindungen durch die Ver- 
wendung eines geeigneten Wascbpufffers iofolge der Wr- 
kung von Zentrirugalkrtfften. durch die Membran gepreBt 
Ufid soma abgereinigt Durch Zugabe eines geeignelen Puf- 
fers wird die gereinigre DNA infolge eines Zentrifugaiions- 
schrirics von der Saule eluicrt. Da sicb jedoch Flussigkeiten 
nichl vollsiandig aus solchco Membran cn entfernen lassen, 
hat man immer mil einem Verlusr der DNA-Ausbeute zu 
reehnen. Die nach dieseni Verfahren gewonnene DNA liegi 
rtlchr In ausreichend gurer Qualiiat (A^n/A^o = ^) und 
Mcngc (2 ug DNA72O0 mg Scuhlprobc) vor. Folgcrcakcio- 
ne«. insbesondere <Iie PCR, erfbrdem eine hohe un<l repro- 
<lu/ierbarc Ausbcuic der DNA-Rohprapyrslc unler glcich- 
zelriger intensiver Abreinigung srbreoderloulblroren. 

Die Amplirlkadon eines deMniercen Gens/Cenabschnins 
der nach der von Deuier et al. beschriebenea Methode pra- 
parienen DNA miiiels einer einfachen PQl zeigt eine Hffl- 
;den/. von Aucb durch cine nachfolgcndc Pbcnolcx- 

iraktion diescr DNA I58l skh die Amplifikationschlzicnz 
nur von 16 auf 407b erhtihen. Lediglich die Anwcndung ei- 
ner vertChachtellen ("nesied") PCR, die Sich durch cine cr- 
hdhie Empfindlichkeil Und SenxiLivjliu, bei gleichzciUgcr 
Ausdunnong potentleller Inhlbitoren, auszeichnet (Newton. 
C.R. and (jraham, A. (1 994), P(!R, Speklrum Akademischer 
Verlag Heidelberg, BundcsrcpubMk DcuLschland). er/iell 
eineerhohie Amplifikalionsausboulc von 66%. 

Es isl wUnschentfwerU die DNA in ausreichender Menge 
und in rcproduzierbar guier QualUal zu isolieren. so daB dc- 
finiene Cene/Genabschnitte in einer einfachen, d. h. nicht 
verSChachtelten, PCR vervielfalrigl werden konncn. Die 
DurchfUhrung einer verschachtelien PCR zelgt sich fUr be- 
sdmmce Anweudungen (z. B. rouiinemSJJe Untersuchungen 
im diagnosiischcn Labor) nachteihg, da hier die Rale der 
falsch Positives durch rVoduklkontaiiunadoneo erbtiht isL 
Die der Hrrindung zugrundeliegende Aufgabe besicbi so- 
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mir in der Bcrciisiellung eines verbesscncn Verfahrens zur 
[solicrung von Nukleinsauren.(DNA, aber auch UNA) aus 
ungcrcinigtcn biologischen Probcn wic Vollblui oder Stuhl- 
probeo; dabei goll die Nukleinsaurc in ausreichender Menge 
vorlicgcn und nichi mil Tnhibilorcn vcrunrcinigi scin, so da8 
sic dirckr Cicn crrordcrlichcn FolgcrcakrSoncn unlcrworfcn 
wcrden kann. 

Diese Aufgabe wird gelosi durch ein Yerfanren zur Isolie- 
rung und gcgcbcncnralli Analyse von Nukleinsauren aus 
biologischen Probcn, wobei das Verfahrcn den Schriu urn- 
faBl, daB die Nukleinsavrc-hallige Probe zur Ablicnnung 
von Tnhibitoren filr die gcgcbcnenfalls anschlieGendc Nu- 
kieinsaure-Analysereaktion mir cjnem tnit quartaren Am- 
moriumgruppen inodirizierten Copolymeren aus Vinyl- und 
Divlnyi-Honomcren umgesetzt wird. 

Als Nuklcinsaurearten kommen sowohl DNA als auch 
RNA in Frage, Aufgrund der grdBereo Bedeutung, vor allem 
aber well Nukleinsaurc-AmpHflkaiJonsreakdoncn in der Ke- 
gel auf DNA-Proben sufgcbaui airid (vgl. die PCR), wird die 
Erfindung im Folgcndcn slcllvcrtretend zur Iso Honing von 
DNA beachrieben. 

Wcsentliehes Merkmal der vediegenden Erfindung isi so- 
mlL die Verwendung eines mil quaxtarcn Amnion iumgrup- 
pen modifizicrten Copolymers aus Vinyl- undDivinyl-Mo- 
nometen, das die sclcktive Abreinigung der Inbibitoren er- 
moglichc, zur Rcinigung und Isolierung der DNA. Das spe- 
2ielle Copolymer dicni dabei als Auionenauslauscher-Harz, 
welches uberra.schcndcrwei2e die stotrlich bisber nichicha- 
rakterisiertea Inbibitoren stark binder webrcod die DNA 
wesentlich schwacher gebunden wird und somii eine effi- 
zicnte Trcnnung von Tnhibitoren und DNA crzicli wird. Die 
dus Copolymcrc auFbaucndcn Vinyl- und Divinyl-Monomo- 
ren achlieflen auch subsliluierlc Vinyl- ond Divinyl-MonO- 
luere ein. Des weftcten konnen die aus dean Copolymcren 
gebildeien Ilarze weirerc Addiuvc enthalten. 

Als Copolymer ist ein Copolymer aus arcmaiischen Vi- 
nyJ- und Divinyl-Monomcren, beispielswelsc vlnylbenzol 
und DivinylbcnzoU bcsoriders gui gceignet, wobci das Co- 
polymer auf an sich bekannte Wcise durch quanare Ammo 
niumgruppen modifiziert ist. Zur I^dungsabsattigung cnt- 
ualt das CopoLyntere zudem geeignete Salzpartner, wie znm 
BeispicJ Chlorid. Ausgezeichnctc Rcsuliaie hai der binsaiz 
von Colcuryramin geliefcit. ColcsTyramin is] der intcrnario- 
nalc Frcinamc Fur das Plasma-Cholestcrinspicgcl senkende 
Copolyrnerc von Siyrul (Vinylbenzol) und ciwa 2% Divl- 
nylbenzol mil In. die Neiz-Slruklur cingefiigicn nuartiircn 
Ammoniumgruppcn. Das Colesryramin-Granulal isi auch 
bekanmals oh) arark hydrophfles, wasserlostichcs, basisches 
Anionenaustauscberharz zurBindung von GallcnsSuren bei 
Gallensaureiiverlusisyndromtsn und zur J3ehandlung von 
Hypercholesierinaiiiie. Der Lipidscnker Colestyrainin wird 
von derFirma STADAphann verlriebisn. 

Hs hai sich gfcfceigc, daB bereits ein cinmaliges Umsetzen 
des ertindungsgemafi eingesetzren Anioncnaustauscher- 
Harzes einc ausreichende selekiive Abreinigung der Inhibi- 
loren emi6glichre. Die cingcscU-ie Menge des spczietlen 
Copolyineren beiragt vorzugsweise l()C>ew.-% ynd weni- 
gcr, bezogen auf das Ccsainigcwichcdcrbchandulten Probe. 
Ohcrhalb die«ur Mengo bcslchl die Tbndcn/., daB nichl our 
die Inhibilorcn, sondem auch die gewLinscble DNA in zu- 
nehuiendem Muftc an das Haiz gebunden wird- 

Tun weiceres, tibeiTaschcndes Ergebnis ergab sich aus ei- 
nem VergLeich zu andercq, basischen Anionenausrauscher- 
Harzen. wic cincm FPLC-MonoQ™-Sy3tcm, cincm Diethy- 
iaminoetbyi-Harz (DEAE-Sephacell™; DE-52) Oder dem 
Qiagen'^SilikamembranaustauiiCJier; Obwohl cs sich uni 
das gleiche Prinzip eines Anionenaustausches handelL, btn- 
det das ammoniuinhallige Copolymerc aus Vinyl- und Divi- 



nyl-Monomeren die Tnhibiroren aus dem biologischen Aus- 
gangsmaierial selekriver und effekiiver, so daJi die nachtbl- 
genden Nukleinsaiire-Analyscrcakrionen bereils bci An- 
wenduug cincr clnfachcn PCR sehr hohc Aiuplitikationsra- 

5 icn crhringen. WcscniJich besserc Rcsuliaie crgcbcii sich bc- 
rcils bci m Rinsatz cincr gcringcrcn Mcngc an Anioacnaus- 
laoscher-Hanc, und ferner sind eine geringete Anzahl an Ex- 
irakiionsschriiien erforUerlich; in der Rcgcl reicht ein Inku- 
barionsschriit aus. 

10 Die mil der Brfindung enieJbare, selckHvo Abuennung 
der Inbibitoren wird auch bci ungereinlgien Ausgangspro- 
ben errcichr. 

So hat sich das erfinduagsgemaQc Verfahren als b won- 
ders wirksam erwi^en bei bis her sehr probiematischen 
15 Ausgangsproben, z, B. bei Vbllblut, das mil Citrat und 
LlDTA odor der PCR inhibierenden Substanz Heparin bc- 
handeU wurde» sowie bci Stuhlproben, die aus der Lyse von 
1 im Slubl abgeschilferten Darmepihelzellcn stainmen uhd 
einen hohen Antcil an nichi hekannien InhibJlorcn aufwei- 
20 sen. 

Bei biologischen Ausgangsprobcn, bei denen die zu iso- 
lierende Nukleinsaure intrazellular vorliegr, wie beispiels- 
wcise abgeschilfcrtc Daim fe P" W6lze ^ eD enihalteade Stuhl- 
proben, sind die ZeUen zunachst zu lysteren, urn das inura- 

2* zclluLare Material aufzuschlieflen. 

Die Lyse bzw, der AufschluB der Zellen kann durch eine 
gleich^eiuge physikaliscbc und cbeniisehe Binwirkung auf 
die korperzelleobaldgc Probe erzielt werdea. Das Proben- 
niaicrial kann vor der Lyse in uefgefrorenera Zustand 

30 (-8()°C0 vorliegen. Im Lysepuffer isi geeigncrerwcisB din 
denaiuncrendea Agcns, z. B- Nairiumdodccylsulfar (SDS) 
Oder andcrc Dcrergcniicn cnLhallcn, welches den chemi- 
schen AufschluB der Zeilen bewirkL wahrend das Verruhren 
der Suspension, beispiebweise xuil «^nem uulomaiisctien, 
mecbanischen ROhrsystem, den roechanischen AufscbluB 
begunsdgt. Bei Siuhlprobcn bat sich gezeigt. daU bci sehr fc- 
sier Konsistenx. ein kriftiges Durcbmiscben der Probe mil 
einem Rcagcnzgiasschlitrler die Folgeanwenduogenerlcich- 
terl Durch cinon Zentrifugaiionssehria konnen Zeiltriim- 

40 nier, unvcrdauie Nahrungsmittelrcslc oder andere Makrorc- 
■ sle en tf era L werden . 

AnschlieBend an die Lyse erfolgt die Bcbandlung des Nu- 
klcinsauro-haJiigcn ZellysaLs mildcm crfindungsgcmaBein- 
gcsuizien, spezlcllcn Amoncnaustauschcr-Harz. T2s cn\p- 

45 flchli sich, cbis Har/. in cincm gecigncten Puffer, bcispids- 
wcisc dcni T-ysepuffer, vor/uquollen. um Verluf tc des Vo)u- 
mens der waBrigeo Nuklcinsaure-Losung zu vermciden. 

Er hat sich gezeigt, daB cine waQrige. bis 10 gcwichls- 
%igc, insbesondcre 5 bis 10 gewichLs-%ige Ilarzsuspension 

3d des Copolymcren die Inbibitoren jn ausreichender Menge 
binder und glcichzeiiig die Konzentration der in der wSBri- 
gen Losung vorUegenden DNA nicht oder nur Unwesentlieh 
herabseizi. 

Geeigneterweise stehl dabei die eingesetzten Menge an 
SS Copolymer-Harz zu der Hau fi gkcit der TJmseizung in cinem 
umgekehricn Verhalinis. Das heiBr. bei eineui reladv hohen 
CJelialL insbesondcre bci 7J5 bis 10 Ciew,-% Harzsuspension 
in wiiBrigcin MediuTTi t isi eine cirtinaligc Uinser/iing vor/u- 
zichen. wlihrend im rninlcrcn Cuhaliubcreich, clwb von 2.5 
60 bis 7,5 Cew.-% und insbesondcre urn 5 <jew..% (±l Gew.- 
%), cine zwei- oder liiehnnaligc Uiusctzung besserc Rcsul- 
tate liefen. Das vorxugsweise zu wahlendc Veriiilllnis von 
IlarzgehaU zu JTauiigkeit der Umsetzung hangi aber auch 
von dem jeweils zu untctsuchenden Probenmaterial ab. So 
fiS ist bej Stuhlproben ein einmaliges Umsetzen mil 1 0 Gcw.-9t/ 
odd ein zweimaligcs Unwetzen mit jewcils 5 Gew.-% Co- 
poIymer-Harc guL geeignei. Bei Vollblui sind (jehaltsberci- 
chc unter 5 Gew,-% vorzuzichen, wobei ein zwcimaliges 
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Umsecaen znit jeweils 2,5 Gcw,-% Copolymer- Harz beson- Die gcmaB dem crlindungsgemaUen Relnlgungsverfahrcn 

. dcis gui geeignet isi. gereinigte bzw. isolierte DNA wird vomigaweise einer PCR 

Beim Umsctzcn wird am einrachsten die Nukleinsaurc- unicrwortcn, die in Cjegenwnn eincs Trggcrproteins, wie 

naluge (ggr". nicht vorgcrdnigtc) Probe mil der Harz-tfus- Rindcrscrumalbuniin (USA), ausgetuhrr wird. Die 'Irager- 

pension vcracizL schr gui gem i sent, und darn wieder vom 5 proteinkonzcntraiion wird dabci hoch gcwalilr, vorTugs- 

Copolymcrcn-Hara abgerrennr. T.crzicrcs kann bequcm wcisc mchr a!?; 50 ug/ml. Sehr guic Amplifikalinnsrarcn ha- 

durch ein AbZeQlrifugieren des HarzgraouUis crfalgen. ben sidi bei TtHgerproiein Koiuentralionen ini Bereieh von 

Es hat sich henmsgestclll. daB cine zu haufi ge Wicderho- 120-200 pg/uil crgeben. Wtaterbin wirken sicb rclaliv none 

lung dcr Extraction, insbesondere bei hohem Mcngcnein- Konzentranonen an fur die PCR erforderbchen Nukleodden 

satz von iiber 10 Gew.-%. zu einer nachieillgen Reduzierung to (Desoxyribonukleosid-Triphosphare), Primer und DNA-Po- 

der NuldeinsSurc-Mcngc ffchrr. Die Ureache hierfltr bleibt lymerascn wic dcr Tag-DNA-Polymerasc vortcjlhaft aus. 

ungeklart. Es wird vcrmutcl, daA das spc/jclle Copolymere Die Nukicotidtonzentrationen liegen vorzugsweisc im Tie- 
•/.uniichsi die Inhibicoren bindet und dadurch abgcsiiirigi reiehvonl50 225 jiM. Glcicrtfeiiig HegLdiePrlmexkonzen- 

wird. Fehlenjedoch die Inhibitors in der waJJrigen Losung, nation irn Bereieh von 0,75 bis 1,25 uM, Der Gebalt an 

kann das spezieile Copolymere aufgrvnd seiner Ladungsei- l5 DNA-Poiymerase liegi geeigneterweise im Bereieh von 2,5 

genschaften verstarkt die Nukleinsaurc binden. bis 3 Units pro 50 uJ-Ansaiz. 

Durch das erfindungsgemilBe Vferfahxen wird cine ausrei- Die AmpUfikarion erfolgt binsichllicb der beabsicbugten 

chende Abreinigung von Inhibitors fur gcgcbcpenfalu; an- routinemaJ3igen Anwendung im diagnostischen Labor vor- 

schlicBendo NukleinsuUrX^Nachwelsrcakitonen unler /ugsweise durch einc cin Pachc PCR, in der 30-35 Teiirpera- 

gleiehzciligem ErbalL einer gendgend hohen Nuklcinsuurc 20 mrzyklcn durchlaufcn werden. 

(DNA)-Konzeatration sichergestellr. Die Erfindung wird aohand der nachfolgenden Beispiele 

AnschlieSend an die Inhibitor abreinigung kann die DNA oiiher eriSuicrt. 
weiter isollen werden. Vortellbaft 1st es, hlcrf Ur 7imachst un- 

spezifisch wirkende Proicinascn wic die Proteinase K einzu- Beiapiel 1 

scrzen, um Proteine und Nukleinsaure-spaltende Enzyme 25 

abzubauen, Danach erhalt man eine viskose, gallcriartige IsoLlerung von DNA aus dncr^tuhlprobe 
flussigkeit. Daraus wird die DNA vorzugsweise mittcLs 

Phenolextraktion und anscblieOcnder Kchanolpriizipiiadon 200 mg SuiWinaleHal wird fUr die Daucr von rnindostens 

aus der waflrigen Phase tsoiieru Alternatvv lafli sich die einer Stunde bei -80°(^ tiefgefroren, anschlieBend mit 

DNA durch die Verwendung eines Detcrgens, beiRpiels- 30 6(H) ul Lysepuffcr (500 mM THr, 75 mM HDTA, 10 mM 

wcise eines chaotropen, Guan I dln-halr I gen Dcrcrgcns (wic NaCl, 1^ SDb\ pH 9,0) ventctzt undhnmogenisierL Die ly- 

DNAzol™ von Gibco BR!.), mil anschlicGcndcr Hihanolfal- sicric Probe wird 10 niin r hd 4 n C und 6000 x g in einer fip- 

lung aus der wkflrigen Ph<use isolieren. Dazu wird die DNA- penuorf-'lischzenlrifuge senlrifugierL, Lim grobe Sluhlparti- 

hallige, luit Proteinase K verdaule Losung rail dem Deter- kel, 2^Utr0inmcr. Bakterien und Nahrungsjiuttelreste abzu- 

gens und Etlianol verserzt und soforr durch einen Zentrifu- 33 trennen. Dcr tfberstand wird ein iweites Mai bei 4°t\ 

garionsscbria|>ellericrt.DawedcrorganisCheL5sungsnuttel 20 000 X g lOmin. Zentrifugien. Der DNA-halrige Ubcr- 

(HienoU Chloroform) eingesctzt werden, nouh mehrere Zen- stand wird mil dem gleichen Volumen einer Colesryramin- 

trifugationsschrittczurructrakUon notig sind. ist dieses Ver- L6sung (5% Colestyramin in Lysepuffcr) vcrscizi, gut 

fahren sehr.anwenderfreundlich und zeilcn?parcnd. Die Ver- dtirchmischt, 2 min. bei Raumlemperauir inlcubien und wie 

wendung von organischen Losungsmiricln wie Phenol oder 40 oben bcschricbcn bei 20 OCX) x g zentrirugierL Nach einer 

chaotropen Detergentien zur Isolieiung von DNA kann al- Wiederliolung dieses Hxtraktioosschriues wird der klare 

lemnuv duroh den C iebrauch von flir die sen Zweck bckann- t jbersiand mit der Proteinase K (Endkonzentrarion 

rcn ZcnrxirugarionS5fiu1chcn crsct7.L werden, beispicLswcise lOOpg/ml) 2 Stundcn bei 56°C inkubiciT. Die vcrdautc 

durch QlAamp-spin columns™ von Qiagcn™. Hierbcj cig- Pi*obc wird mil dem gleicheo Vblumen cincr Phcnol-Chloro- 

net sivh zur Zellyse sowohl ein Proleinasc K-Vcrdau, sowie 45 runn-Tsoamylalkohol-T^oitung (25 : 24 : 1) veraetzL gut 

die Verwendung von komtrier/iel I crhaltlichen LyscpufTem durctmiischi und 5 min- bei Raumtenipcralur und 20 000 x g 

(z. B. AVL-l*urTer des QlAamp Viral RNA Kiis 7 ^ von Qia- abzentrifugien. Die waBrigc, obere Phase wird ein weireres 

gen. Hepauxis C Vlrus-Lyscrcagenz des Amplioor HCV Mai mir dem glcichen Volumen einer Chlorofonn-Isoajnyl- 

Kits™ der Hoffmanu-La Roche AG). Bei dcr Verwendung alkohol-Losung (24 : 1) vcrRctxt und wie oben bescbrieben 

der kluflicbcn LysepurYcr crfolgt die Behandlung der Pro- 50 zentrifugicn. Aus dcr wSfirigen, oberen Phase kann die 

ben analog dem jeweiligcnProtokoil dcr Hersiel I er. DNA durch eine Erhanolprazipilmian, durch Zugabe von 

An die Reinigung bzw. Isolierung dcr DNA bzw. RNA 1/10- Volumen 3 M NairiunmcetaL, pH 5^ und 2>fachera 

konnen sich dann je nach Wunsch rxjigcrcaktioncn an- Volumen l00%igem bttianol, pcllcricrt werden. Das in 

schlieflen. We hierfiir erforderlicbe QualiiSt der Nuklein- 75%igem Edianol gewaschene und bei Raumtcmperauir ge- 

sHurcprobc wird durch das erfindungsgemiiJie Verrahren zur 55 tnocknetc DNA- Pellet wird in 100 mL dwfillicrlcm Wasser 

VerfUgung gestellt. Die erfinduogsgcinaBc Verfahrensweise get(3st. Die DNA-Ausbcuic bciragi KM5 \i% pro 2(K) mg 

gewarhrleistet eine PrSparation der Nukleinsaurc mil boher Scuhlprobe mil einem Ai^M-Vcrhaltnis von 1,7. 5 pi die- 

Ausbculc (bei.spiclNweise 10-15 pg DNA pro 200 mg Sluhl- ser DNA-T.osung werden /ur Amplifikadon dcfinienxT Ge- 

prohe) unci Rcinheii (A^/jw" ^- 7 ) unlcr Abreinigung von nc/Genabsehniiic In dncm 50 pl-PCR-Ansaiz eingcscl/.l. 

Inhibiioren enzyiimdscber Reakiionen und ertaubl es, cine 6o Das AmpuTikationsgenrisch seizi sich wiefol^l zu^auunen: 

qualitaliv reproduzierbare Analytik durchzuTuhren, insbe- 10 mM Tris-HCl, pH 8 3 

sondere in KombinatiOn mil enzymatischen VcrfahlTcn zur 50 mM KCL 

Amplifikation von DNA. 2,0 mM MgCl 2 

Es hat sich hcrausgestellL da/5 das erflndungsgemaBe Ver- 200 pM jedes dNTP 

fahrcn in besondcrs gunsiiger Wcise mil einer PCR-Ampli- «5 160 pg/ml Rinderaemmolbumin (BSA) 

ftkauon kombinieix wei-dcn kann. wobei bereits eine eiu/a- 1 uJvl jeder Primer 

che PCR in 87%- aiier unicrsuchlcn o'luhlproben zum Krfolg 2J U Tag-DNA-Poiymerase pm 50 pi- Ansatz 
ruhrte. 
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Ueispiel 2 
Isolierang von DNA aus \fallblut 
500 >j1 Citrat-, Heparin- oder KDTA-Blur oder ticfgcfrOre- 5 

ncs unci wicder aufgetautes Blur wcrricn mit 500 ul Lyscpuf- 
fer (500 inM Trib, 75 mM EDTA. 10 niM NaCL 1% SDS. 
pH 9,0) vereeld und gul durchituschi. Die DNA-ballige L6- 
sung wird mit dem glcichcn Volumcn cincr Coles tyraniin- 
Losung (2,5% Coleslyramin in LyscpufTer) vccselidL, gut 10 
durchmlschc, 2 min. Dei Raumtemperacur inkubien und wie 
oben bcschricbcn bcl 20 000 x g zentrifugicrr. Nach einer 
Wiederhoiung dieses ExtraktionsschriUes wird der klarc 
Uberetand mit der Proteinase K (Endkonzcnlrauon 
100 ug/ml) 2 2>umdea bei 56°C inkubiert. Die verdaute 15 
Probe wird mit dem gtelchen Voluruen Phenol verseezi, gut 
durchmischl und 5 min. bei RaunUemperaLur und 20 (MM) x g 
qbzentrirugiert, Die waflrigc, obcrc Phase wird cin weileres 
Mai mil dem gleichen \blumen ciner Chlorofonri-Isoainyl- 
alkohol-Ltfsung (24 : 1) versetzi und wie oben beschrieben 20 
zentrifugiert. Nach effiziencer Lyse alter eukaryonuschen 
und/oder prokaryontischeD Zeliea uncl/oder Virea (gleicb- 
zciuge Inakli vicrung infektioser Palhogene) und durch De- 
naturierong und en2ymauschen Abbau von Proteinen 
((jieichzfcUige Enlfcmuny der an die Nukleinsaure gebunde- 25 

nen Proteine) kann die DNA aus der waBrigen, oberen Phase 
durch eineEihanolpriiripitaiiOn, durch Mugabe van 1/10- Vb- 
lumen 3 M Nairiumaeetai, pH 5,2 und 2 T 5-fachem Volumen 
100%igeui Eihanol, pelleiiert werden. Das in 75%igem £c- 
hnnol gewaschene und bei llaumtemperaiur getrocfuiete so 
DNA-Puller wird in 30 pi dcKrillicrtDm Wusser gclost, Die 
DNA-Ausbeulc hclrSgi 5- 10 pg pro 500 pl Vollhlul mil ei- 
ncni A 3 ^a/2KLrVerhallms von 1.7. 5 ui dicscr DNA-Losung 
wcRkn zur Amph'Gkulioa dcfiniener Gene/Genabschoiiie in 
einem 50 itl-PCR-Ansatz eingwetzc. Das Amplifikauonsge- 
misch seczi sich wie fblgt zusammen: 
lOmMlMs-HCl, pH 8,3 
50mMKCl 
2 p 0mMMgCi 2 

200uMjedes dNl*P 40 
160 ug/ml Kinderserumalbumin (BSA) 
1 MMjeder Primer 

2,5 U Taq-DNA-Polymcrase pro 50 pl-Ansarz 

PalenLanspriidie 45 

1 . Verrahrcrj zw Rcinigung, gcgebencnfaUs auch Ana- 
lyse, von Nukleiosauren aus biologischcn Probea, da- 
rt urcl* gekennzeiebnet. daB das Verfahren den Scnritt 
umfaJJt, daB die Nukleins&urehaltige Probe zur Abtrcn- 50 
flung von Inhibiloren ftir die gegebenenfulls ans chile- 
Bende Nukleinsiiure-Analysereakcion mil einem mit 
quariuren Arnmaniuiiigruppen niodiiizierlcn Copoly- 
fneren uQS Vinyl- und DivinyKMononieren umgesetzt 
Wird. 55 

2. Verrahrep nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nct, daB bei der IJmacizung der (Jehall des (^opolynie- 
ren in dncr Copolymer Suspension l0Gew.-% nichi 
Ubcratcigt, 

3- Verfahreo nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekeon- 6o 
xeichncl, daB das Copolymer aus aroiTialischcn Vinyl- 
und DiVinyl-Monomeren gebildei ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
nct, daB die aromaiiKchcn Vinyl- und Di vinyl- Mono- 
merco Vioylbcnzol und Divinylbenzol sind. «s 

5. Verrahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che r dadurch gekeanzeichnei, dali als Copolymer Colc- 
slyramin verwendel wiid_ 
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6. verfahren nach einem der vorangehenden AnspKi- 
chc, dadurch gek&nnfceichnel, daB die NukleinSiiUre 
nach der Umscizung mil dem Copolymexen durch Phe- 
nolexuraktion mil anschlieBender AlkohoLprazipitarion 
iaolierc wird. 

5. Vbrrahrcn nach einem der vorangehenden An.sprii- 
che, dadurch gekennzeichnel, daB dit isoikrie Nukle- 
insHure zur nachfolgenden Analyse ciner Polyiuerase- 
Kellenreaklion unlerworfen wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
ncl, daB die Polymerase-KeUenreakliOn in (jegenwart 
von Tragerprolein erfolgi. 

7. Verfahren nacb Anspruch 6, dadurch gckcnn/.cich- 
nct, daB die TragerproLein-Kon^entration mehr als 
50 ug/ml betragL 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn- 
zeichrtec, dafl in der Polymerase* Ketienreakdon fol- 
gende Konzenuralionen eingesebsl werden: 
Tragcrproicinkonzcntraiion: 120-200 pg/ml, 
KonzcnrraJion jedes Dcsoxyribt>nuklc«rld-THphns- 
phals: 175-225 pM, und 
Konzentraiion jedes Primers: 0.75-1.25 uM. 
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